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1. UVOD 
 
1.1.  Selen 
 
 Selen je nemetal, srodan teluru i sumporu, a otkrio ga je 1817. godine, švedski 
znanstvenik Jöns Jakob Berzelius. Unatoč tome što je otkriven u prvoj polovici 19. stoljeća, 
njegova neophodnost za ljude i životinje utvrdila se tek 140 godina poslije njegova otkrića. 
Otkriće selena i njegove važnosti dovelo je do potrebe za istraživanjem njegova utjecaja na 
organizme (Sager, 2006). Ime potječe od grčke riječi selene, što znači “Mjesec” jer se uvijek 
pojavljivao uz telur (lat. tellus – Zemlja). Selen pripada skupini halkogenih elemenata, ime 
skupine potječe od grčkih riječi chalkos (ruda) i genesis (postanak) što bi u slobodnom 
prijevodu značilo “ono što sačinjava rude”. U prirodi se često pojavljuje uz sumpor, no u 
odnosu na njega značajno je manje rasprostranjen (Gupta i Gupta, 2017). 
 U biotehničkim znanostima, selen se vrlo često proučava zajedno s “teškim metalima”, 
odnosno s grupom metala i polumetala koji se istražuju s aspekta toksičnog učinka i 
onečišćenja okoliša. Teške metale po podrijetlu dijelimo na dvije skupine: geogeni i 
antropogeni teški metali. Geogeno podrijetlo označava dospijevanje teških metala u tlo 
trošenjem matičnih stijena, dok antropogeno podrazumijeva unos teških metala u tlo uslijed 
ljudskih djelatnosti poput poljoprivrede, industrije i sl. Zapravo, riječ je o vrlo raznolikoj 
skupini elemenata s različitim ekološkim i biološkim značajem, a budući da su u većini tla, 
kao i u biljnim i životinjskim organizmima, prisutni u vrlo niskim koncentracijama (mg kg-1 
ili manje) nazivaju se “elementi u tragovima” (Lončarić, 2012).Selen se može naći u 5 
valentnih stanja kao elementarni selen, selenid, selenit, selenat i tioselenat (Läuchli, 1993). 
Elementarni selen je stabilan i netopljiv te se u reducirajućim uvjetima stvara iz selenata i 
selenita. U reakciji s metalima daje jedan elektron čime nastaje ionska komponenta koja 
sadrži selenidni ion (Se2-). Metalni selenidi najčešći su oblik selena te su široko 
rasprostranjeni u prirodi (Reilly, 2006). U prirodi, selen dolazi u obliku organskih i 
anorganskih spojeva. Najvažniji oblici selena koji se efikasno apsorbiraju su anorganski 
oblici, selenati (SeO4
2-) i seleniti (SeO3
2-), dok organski spojevi selena, aminokiseline poput 
selenometionina (SeMet) i selenocisteina (SeCys), imaju znatno veću sposobnost zadržavanja 
u organizmu (Pilon-Smits i Quinn, 2010). Koncentracije selena u različitim dijelovima svijeta 
su promjenjive te variraju s obzirom na matični supstrat, klimatske prilike i vegetaciju 
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(Čuvardić, 2003). Primarni izvor selena u prirodi su vulkanske stijene i metalni sulfidi nastali 
vulkanskom aktivnosti. Prosječna koncentracija selena u Zemljinoj kori varira od 0.05 do 0.09 
µg g-1 (Lakin, 1972). Osim selena u litosferi, atmosferska precipitacija još je jedan izvor 
selena u tlu. Selen se može naći u atmosferi prirodno, ali i antropogenim utjecajem najviše 
izgaranjem fosilnih goriva. Tla, biljke, mikroorganizmi, životinje te vulkani otpuštaju do 0.04 
ng m-3 selena. Antropogeni utjecaj na emisiju selena u SAD-u je vrlo jak, smatra se da se 
otpušta oko 4670 t selena, dok u Švedskoj i Norveškoj atmosferska precipitacija godišnje 
iznosi 0.5-1.0 g selena po hektaru (Čuvardić, 2003). Koncentracije selena u tlu su 
promjenjive. Sadržaj selena u većini tla varira između 0.01 do 2 mg kg-1, međutim u nekim su 
područjima, primjerice poput Irske, zabilježene mnogo veće koncentracije selena u tlu od 
1200 mg kg-1 (Somogyi i sur., 2011). Dosadašnja istraživanja pokazuju da u Republici 
Hrvatskoj postoje područja, odnosno tla siromašna selenom. Gavrilović i Matešić (1982) u 
svojim su istraživanjima zabilježili izrazito niske koncentracije selena u tlu i stočnoj hrani u 
Požeškoj kotlini: u poljoprivrednim tlima 20 - 48 µg kg-1, u svim uzorcima pšenice manje od 
18 µg kg-1, u svim uzorcima kukuruza manje od 10 µg kg-1. S obzirom na važnost selena, 
agronomskom biofortifikacijom se nastoji povećati njegova koncentracija i bioraspoloživost 
tog elementa u zrnu, čime dolazi i do veće koncentracije tog nutrijenta u samoj biljci. 
Povećanjem koncentracije selena u zrnu, odnosno biljci, dolazi do povećanja selena u 
prehrani ljudi te životinja. 
 
1.1.1. Selen u biljkama 
 
 Selen je mikronutrijent esencijalan za niže biljke dok sama potreba za njim nije 
dokazana u višim biljkama (Terry i sur., 2000). U biljke se putem korijena unosi na dva 
načina - kao selenat (SeO42-) i selenit (SeO32-). Smatra se kako se nakon unosa prenosi u 
kloroplaste preko prijenosnika za sulfate, metabolizira se na isti način kao i sulfati, te se 
reducira i ugrađuje u organske komponente (Elis i Salt, 2003; Tamaoki i sur., 2008). Ako se 
uspoređuje unos selena u odnosu na sumpor, ne postoji razlika odnosno preferencija jednog 
od tih elemenata, međutim korijenje korova preferira selen što se tiče same asimilacije u 
aminokiseline (Ferrari i Renosto, 1972). Nadalje, postoji značajna razlika u mehanizmu 
uzimanja i transporta selenita i selenata u biljkama. Dumont i sur. (2006) razjasnili su 
metabolizam selena u biljkama (Slika 1). Ukoliko se selen unosi u obliku selenata, potrebna je 
njegova redukcija do selenita, a zatim u selenid koji prelazi u selenocisten (Se-Cys) te se dalje 
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pretvara u selenometionin (Se-Met) i na kraju ugrađuje u Se-proteine ili nastaje Se-
metilselenocistein (SeMetSeCys). Se-Met se povratno pretvara u Se-MetSeCys ili nastaje 
dimetilselenid (DMSe) koji volatilizira u okoliš. Arvy (1993) je postavio hipotezu da se 
seleniti u biljku unose putem pasivne difuzije, dok Li i sur. (2008) pretpostavljaju kako je 
unos selenita povezan s transportom fosfata. Selenati imaju veću raspoloživost biljkama jer su 
manje vezani za čestice tla te se lakše ispiru, dok su suprotno tome seleniti čvršće vezani i to 
najprije na okside aluminija i željeza (Curtin i sur., 2006). 
 
Slika 1. Shematski prikaz metabolizma selena u biljkama (preuzeto i modificirano prema 
Dumont i sur., 2006) 
 
1.1.1.1. Pregled istraživanja djelovanja selena na različite biljne vrste 
 
 Iako nije dokazano da je selen esencijalan za biljke, istraživanja pokazuju da ima 
pozitivne učinke na biljke, pri čemu taj učinak ovisi o njegovoj koncentraciji (Shankar, 2006). 
Ríos i sur. (2009) su proveli istraživanje prilikom kojeg su izlagali zelenu salatu različitim 
koncentracijama selenata i selenita (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 μM) kako bi utvrdili utjecaj 
oblika selena i koncentracije na stvaranje i detoksikaciju vodikovog peroksida (H2O2). 
Rezultati su pokazali da je selenat manje toksičan oblik, dok selenit potiče stvaranje veće 
koncentracije H2O2 i veći intenzitet peroksidacije lipida u listovima. Biljke tretirane 
selenatom potiču aktivnost enzima koji detoksiciraju H2O2, askorbat peroksidazu (APX) i 
4 
 
glutation peroksidazu (GSH-Px), no potiču i akumulaciju neenzimskih antioksidansa  
askorbata (AsA) i glutationa. U biljkama selen u niskim koncentracijama djeluje pozitivno na 
rast, povećava antioksidacijsku aktivnost, djeluje pozitivno na akumulaciju škroba i šećera, 
smanjuje nastanak reaktivnih kisikovih jedinki i peroksidaciju lipida, odgađa senescenciju i 
poboljšava rast starijih sjemenki (Xue i sur., 2001; Hartikainen i sur., 2000; Turakainen i sur., 
2004). Mnoga istraživanja potvrđuju stimulirajući utjecaj folijarne primjene selena na prinos 
biljaka (Germ i sur., 2005; Xue i sur., 2001). Turakainen i sur. (2006) su dokazali ulogu 
selena u usporavanju starenja gomolja i korijena, te su zabilježili veću koncentraciju škroba 
kod mladih biljaka krumpira koje su tretirane selenom. Hartikainen i sur. (2000) su utvrdili 
pozitivni učinak selena na prinos kod ljulja, kao i na smanjenje lipidne peroksidacije i 
povećanje aktivnosti antioksidacijskog enzima GSH-Px. Nadalje, istraživanja su pokazala da 
selen štiti biljke od negativnog utjecaja teških metala jer selen interferira s primanjem teških 
metala u biljku kao što su arsen, živa i olovo, te na taj način smanjuje njihovu toksičnost 
(Ebbs i sur., 2001; He i sur., 2004; Yathavakilla i sur., 2007). Također, dokazano je kako 
tretmani selenom reguliraju stvaranje jasmonske kiseline i etilena u biljkama te reguliraju 
proizvodnju proteina potrebnih za obranu od patogena (Tamaoki i sur., 2008). Toksičnost 
selena za biljke očituje se pri višim koncentracijama. Selen uzrokuje toksičnost putem dva 
mehanizma – jedan je malformacija selenoproteina, a drugi je indukcija oksidacijskog stresa 
(Gupta i Gupta, 2016). Istraživanja rađena na ljulju pokazala su da selen može djelovati kao 
prooksidans u koncentracijama većim od 10 mg kg-1 te da može značajno inhibirati klijavost 
sjemenke, povećati lipidnu peroksidaciju i dehidraciju izdanaka, te smanjiti aktivnost 
superoksid-dismutaze (Hartikainen i sur., 2000). Visoke koncentracije selena smanjuju 
aktivnosti superoksid-dismutaze i koncentracije tokoferola u listovima salate (Lactuca sativa) 
(Xue i sur., 2001). 
 
1.1.2. Selen u animalnim organizmima 
 
 Selen je esencijalan element za ljude, životinje, bakterije i zelenu algu 
Chlamydomonas reinhardtii (Combs, 2001; Novoselov i sur., 2002). Važnost selena u 
animalnoj fiziologiji prvo je otkrivena 1957. godine kada se njegov nedostatak povezao s 
nedostatkom vitamina E, što je rezultiralo bolešću bijelih mišićnih vlakana (Muth i sur., 
1957). Međutim, biološki značaj kao strukturalni dio selenoenzima dokazan je tek 1973. 
godine s otkrićem GSH-Px i njezine uloge u regulaciji oksidativnog procesa i zaštiti stanične 
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membrane (Liu i sur., 2012). Nedostatak selena onemogućuje sintezu i djelovanje GSH-Px, 
stoga manjak selena uzrokuje oštećenja stanične membrane (Hefnawy El Ghany i Perez, 
2010). Selenoproteini su proteini sa selenocisteinskim ostacima koji imaju antioksidativnu 
funkciju, uključujući i hvatanje reaktivnih kisikovih jedinki. Uz to, manjak selena povezan je 
s povećanom mogućnošću razvoja raka kao i neplodnošću kod muškaraca (Ellis i sur., 2004; 
Diwadkar-Navsariwala i sur., 2006: White i Broadley, 2009). Selen se smatra važnom 
komponentom funkcionalne hrane, te se u ljudskoj prehrani nedostatak selena povezuje s 
povećanim rizikom od virusnih oboljenja i bolesti krvožilnog sustava (Beck i sur., 2003). U 
mnogim zemljama postoji velika količina obradivih površina s niskim koncentracijama selena 
što posljedično dovodi do smanjenog unosa selena u ljudski organizam (Combs, 2001). 
Istraživanja pokazuju da nedostatak selena u organizmu dovodi do potencijalnog rizika od 
obolijevanja od autoimune bolesti (Gärtner i sur., 2002). Osim toga, iako su istraživanja na 
nižim kralježnjacima oskudna, istraživanja provedena na vrsti ribe Tor putitora pokazuju 
pozitivno djelovanje selena s fizikalno-biokemijskog aspekta (Khan i sur., 2017).  
 Razlika između količine selena koja je dovoljna kao nutrijent i one koja je toksična za 
organizam je mala, te je kao rezultat toga i manjak selena i njegova toksičnost vrlo čest 
problem u svijetu (Terry i sur., 2000). Toksičnost selena u životinja otkrivena je nakon pojave 
neuroloških i mišićnih problema stoke tijekom 1930. koja se javila zbog prekomjernog 
uzimanja hrane bogate selenom. Tada se takva bolest nazivala alkalna bolest i neki od 
simptoma bili su gubitak dlake, anemija, te često i paraliza. U životinja, toksičnost selena 
očituje se već u ranoj fazi razvoja što ima za posljedicu abnormalni fetalni razvoj kod stoke, 
divljih svinja i ovaca dok je samo izlaganje selenu primarno kroz hranu, te u nekim 
područjima s tlom bogatim selenom kroz vodu. Pretjeranim uzimanjem dodataka prehrani sa 
selenom, kao i pretjeranim unosom hrane koja je bogata selenom, moguće je i trovanje ljudi 
(Nuttall, 2006). 
 Istraživanja utjecaja selena najviše su povezivana s ljudima, odnosno ljudskim 
stanicama, dok je djelovanje selena na druge animalne organizme slabo istraženo.  
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1.2.  Gujavice 
1.2.1.  Biologija i ekologija gujavica 
 
 Gujavice pripadaju koljenu Annelida (kolutićavci), razredu Clitellata (pojasnici) 
(malokolutićavci) i podrazredu Oligochaeta (maločetinaši) (Habdija i sur., 2011). Tijelo 
maločetinaša jasno je segmentirano, te je prekriveno jednoslojnom epidermom i tankom 
kutikulom koja u većine vrsta omogućuje izmjenu plinova. Na prednjem dijelu tijela imaju 
prostomij ili akron, dok se na stražnjem dijelu nalazi analni kolutić ili pigidij. Na svakom 
kolutiću nalaze se četiri snopa četina koje su derivat epiderme i izgrađene su uglavnom od 
hitina. Celom teloblastičkog podrijetla nalazi se između mišića i probavila. U svakom 
kolutiću nalaze se lijeva i desna celomska vrećica koje su ispunjene tekućinom što rezultira 
ulogom hidroskeleta. Kolutićavci imaju ljestvičav živčani sustav, a cerebralni ganglij je u 
pojasnika pomaknut unatrag. Jednostanični fotoreceptori rasuti po epidermi i nakupine 
kemoreceptornih stanica na osjetnim završecima iznad kutikule čine osjetilni sustav gujavica. 
Većina vrsta su detrivori s ekstracelularnom probavom. Glavno obilježje pojasnika, pa stoga i 
gujavica, je pojas (engl. clitellum), odnosno niz kolutića na prednjem dijelu tijela sa 
zadebljanom žljezdanom epidermom. Pojas izlučuje sluz pri kopulaciji koja sadrži hranjive 
tvari za jajne stanice i kokon u koji se pohranjuju oplođena jaja. Gujavice su hermafroditi čije 
su gonade smještene u nekoliko spolnih kolutića u prednjem dijelu tijela, te su raspoređene 
metamerno u parovima (Habdija i sur., 2011). 
 Gujavice se smatraju jednom od najvažnijih životinjskih skupina u tlu, te snažno 
utječu na kemijska svojstva i strukturu tla (Darwin, 1881; Zicsi, 1975). Pojavljuju se diljem 
svijeta u šumskim, travnjačkim, ali i antropogenim staništima. Vrlo rijetko se nalaze u 
dijelovima svijeta gdje su ekstremne temperature ili na područjima prekrivenim ledom.  
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 Prema načinu života, morfološkim i fiziološkim značajkama, Bouche (1977) i Lee 
(1985) su razvrstali vrste gujavica u tri ekološke kategorije (Slika 2): 
• Epigejne gujavice – pojavljuju se iznad mineralnog sloja tla, ispod biljnih ostataka ili 
druge organske tvari. Tamno su pigmentirane, male veličine i hrane se neraspadnutim ili 
malo raspadnutim dijelovima lišća i organske tvari te su vrlo pokretne. Najpoznatiji 
predstavnici su Eisenia fetida i Lumbricus rubellus. 
• Endogejne gujavice – kopaju vodoravne hodnike u tlu koji nisu stalni, najčešće na dubini 
od 10-15 cm od površine tla. Uglavnom su nepigmentirane, različitih su veličina, sporo se 
kreću i pod relativno su niskim pritiskom predacije. Najvažniji predstavnici su 
Allobophora chlorotica, Aporrectodea rosea i Aporrectodea caliginosa. 
• Anecične gujavice – nastanjuju permanentne okomite hodnike u mineralnom sloju tla, do 
3 m dubine. Vrste iz ove skupine su tamne, pigmentirane na dorzalnoj strani tijela, a 
najvažniji predstavnici ove kategorije su Lumbricus terrestris i Aporrectodea longa. 
 
 
 
Slika 2. Podjela gujavica prema načinu života: epigejne, endogejne i anecične (web 1). 
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1.2.2. Važnost gujavica za funkcioniranje ekosustava tla 
 
 Odum (1969) je definirao ekosustav kao zajednicu bioloških organizama na nekom 
području koji neprestano izmjenjuju fizičku okolinu, te omogućuju kruženje energije i tvari 
unutar nekog ekosustava. Tlo je samostalna prirodna tvorevina i primjer ekosustava s velikom 
bioraznolikošću. 
 Gujavice pripadaju makrofauni tla te su zbog velike ekološke važnosti, kao i činjenice 
da predstavljaju glavninu biomase tla, jedna od najbolje istraženih skupina organizama. Zbog 
održavanja strukture tla i uloge koje imaju u procesu bioturbacije, kao i zbog utjecaja kojeg 
imaju na druge organizme, nazivaju se „inženjerima“ ekoloških sustava (Kooch i Jalilvand, 
2008). Gujavice svojom aktivnošću zauzimaju jednu od glavnih uloga u fragmentaciji, 
razgradnji i inkorporaciji organske tvari u tlu. Svojim načinom života utječu na formiranje 
slojeva tla, raspoloživost hranjivih tvari biljkama, na fiksaciju dušika, omjer ugljika i dušika 
te mnoge druge procese koji se odvijaju u tlu (Edwards i Bohlen, 1996). Nadalje, gujavice 
imaju kompleksne interakcije s mikroorganizmima. Mikroorganizmi služe kao izvor hranjivih 
tvari gujavicama, dok pak one povećavaju mikrobnu aktivnost razlažući organsku tvar, ujedno 
je inokulirajući mikroorganizmima. Povećanom bakterijskom aktivnosti dolazi do 
remineralizacije anorganske tvari čime one postaju dostupne biljkama (Edwards, 1994). Osim 
toga, sama disperzija mikroorganizama u uskoj je vezi s kretanjem gujavica u tlu. Gujavice 
snažno utječu na strukturu, produktivnost i plodnost tla. Formiranje tla je dugoročni proces 
koji je usko povezan s klimatskim uvjetima i samim razlaganjem minerala i njihovu 
inkorporaciju u organsku tvar. Već je Darwin (1881) zaključio da gujavice utječu na stvaranje 
tla. Prodiranjem u dubinu tla povećavaju poroznost, a indirektno svojim ekskrementima 
unutar tunela kojeg stvaraju obogaćuju čitav profil tla organskom tvari bogatoj 
mikroorganizmima. Gujavice utječu na samu plodnost tla stvaranjem humusa. Prema nekima 
smatra se da je humifikacija tla najvažnija uloga gujavica u tlu, a povezana je interakcijom 
gujavica s mikroorganizmima. Osim toga, gujavice poboljšavaju infiltraciju i procjeđivanja 
vode u dublje slojeve, tako da se voda i pri jačem intenzitetu padalina ne skuplja na samoj 
površini tla (Blouin i sur., 2013). 
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1.2.3. Gujavice kao modelni organizam u ekotoksikološkim istraživanjima 
  
 Zbog svog načina života, fizioloških i biokemijskih osobina, gujavice su pogodni 
organizmi za biomonitoring tla (Sanchez-Hernandez, 2006). Naime, mogućnost tolerancije i 
bioakumulacije visokih količina endogenih kemikalija, ksenobiotika i tvari antropogenog 
podrijetla, čini ih dobrim modelima za ekotoksikološke testove (Frund i sur., 2009). Također, 
tijelo gujavica prekriveno je polupropusnom kutikulom koja omogućuje apsorpciju i 
bioakumulaciju različitih molekula manje molekularne mase, a istovremeno se odvija i 
apsorpcija kroz probavni sustav (Phipps i sur., 1993; Sinha i sur., 2010). Upravo zbog 
direktnog kontakta s tlom te osjetljivosti na promjenjive okolišne čimbenike, smatraju se 
korisnim modelom u praćenju zagađenja tla. Nadalje, gujavice su lako dostupna vrsta te 
jednostavna za održavanje i rukovanje prilikom izvođenja eksperimenata što ih čini idealnim 
eksperimentalnim organizmom (OECD, 1984). Uz to, iako se gujavice zbog svoje 
jednostavne građe teško mogu usporediti s kralježnjacima, one imaju visoko diferencirane 
organe i tkiva (Stenersen i sur., 1992) te imunološki sustav koji se može usporediti s onim u 
kralježnjaka (Goven i sur., 1998). Zbog svega navedenog, moguće je raditi laboratorijska 
toksikološka ispitivanja koja se mogu do određene razine usporediti sa stvarnim stanjem u 
okolišu. Standardizirani testovi s gujavicama uključuju dva moguća načina izlaganja 
toksičnim tvarima: korištenje kontaktnog filter papir testa (48-72 h) i testa s umjetnim tlom 
(14 dana) (OECD, 1984; ISO, 1993). Najčešće vrste gujavica koje se koriste u takvim 
testovima su Eisenia fetida (Savigny, 1826) i Eisenia andrei (Bouché, 1972). Iako ni E. fetida 
ni E. andrei nisu vrste koje se nalaze prirodno u okolišu, posebice ne u poljoprivrednim tlima, 
zbog jednostavnost uzgoja se učestalo koriste (posebice za preliminarna istraživanja). 
Uspoređujući te dvije vrste, E. andrei je mnogo produktivnija vrsta u smislu da polaže veći 
broj kokona, te je time pogodniji organizam za ekotoksikološka istraživanja (Dominguez, 
2004). 
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1.2.4. Istraživanja utjecaja selena na gujavice 
 
 Utjecaj selena na organizme u tlu slabo je istraživan. Prve studije o djelovanju selena 
na gujavice bile su 1989., kad su Serda i Furst odredili LD50 za selenit i selenat, 31 i 60 mg kg
-
1.U istraživanju Somogyi i sur. (2007) uspoređivala se toksičnost jednog i drugog oblika 
selena na organizme u tlu, te se selenat pokazao kao toksičniji oblik selena, međutim ne i kod 
vrste Lumbricus terrestris. Naime, u slučaju vrste L. terrestris testovi akutne pokazali su da je 
selenit bio toksičniji od selenata. Daljnjim eksperimentima o učinku selena na organizme u tlu 
dokazano je da je vrsta Enchytraeus albidus osjetljivija u usporedbi s gujavicama na kojim se 
ispitivao utjecaj selena, poput Eisenia fetida i L. terrestris. Također je utvrđena korelacija 
između pH tla i mortaliteta odraslih i juvenilnih jedinki. Najviši mortalitet je bio pri 
vrijednosti pH koja je niža od 5 (Somogyi i sur., 2012). Istraživanje Richardsona i sur. (2015) 
ukazalo je na gujavice kao potencijalne izvore „opasnih“ koncentracija žive, selena i olova za 
njihove predatore. Istraživan je i utjecaj povećanih koncentracija selenita i selenata na 
gujavice, te je utvrđeno da oba oblika selena imaju značajan utjecaj na sve mjerene parametre 
(razinu peroksidacije lipida, koncentraciju ukupnog vodikovog peroksida, aktivnost enzima 
katalaze, glutation-reduktaze i GSH-Px) što ukazuje na poremećaj homeostaze u organizmima 
(Štolfa i sur., 2017). 
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1.3.  Oksidacijski stres 
 
 Oksidacijski stres se pojavljuje kada dođe do neravnoteže oksidacijsko–redukcijskih 
procesa zbog prekomjernog stvaranja slobodnih radikala koje stanični homeostatski 
mehanizmi nisu u mogućnosti neutralizirati (Kelly i sur., 1998). Slobodni radikali najvećim 
dijelom uključuju reaktivne spojeve kisika (engl. reactive oxygen species, ROS). ROS se 
može podijeliti na dvije skupine: slobodni radikali i neradikalni produkti. Kada dva slobodna 
radikala dijele njihov nesparen elektron nastaje neradikalni oblik ROS-a. ROS su male, jako 
reaktivne molekule koje sadrže kisik, poput hidroksilnog radikala OH•, superoksidnoga 
radikala O2
- te molekule vodikovog peroksida H2O2 (Birben i sur., 2012). 
 Slobodni radikali predstavljaju kemijske veze koje imaju jedan nespareni elektron u 
vanjskoj orbitali, a kako su nespareni elektroni obično visokoreaktivni, oni napadaju različita 
mjesta npr. dvostruke ugljik–ugljik veze u polinezasićenim masnim kiselinama te na taj način 
stvaraju dodatne intermedijere slobodnih radikala. Takve veze su izuzetno nestabilne i 
reaktivne zbog nastanka stabilnog spoja, stupaju u reakciju s anorganskim ili organskim 
spojevima – proteinima, lipidima, ugljikohidratima te nukleinskim kiselinama (Štraus i sur., 
2009). 
 Reaktivni spojevi kisika nastaju svakodnevno u živim organizmima kao rezultat 
normalnog staničnog metabolizma (Slika 3) i okolišnih faktora (Birben i sur., 2012). Stoga se 
slobodni radikali prema izvoru od kojeg nastaju dijele na endogene ili egzogene. Endogeni 
slobodni radikali mogu se generirati aktivacijom imunološke stanice, upale, pretjeranog 
vježbanja, infekcija, raka i starenja. Egzogeni slobodni radikali nastaju prilikom pušenja, 
izlaganjem zagađivačima okoliša poput emisije iz automobila i industrije, kontaktom s 
azbestom, izlaganju ionizirajućem zračenju (Valko i sur., 2007). Pesticidi isto mogu biti uzrok 
stvaranja ROS-a u organizmu i dovesti do stvaranja oksidacijskog stresa, što pak ukazuje na 
ulogu ROS-a u toksičnosti pesticida (Yang i Dettbarn, 1996). 
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Slika 3. Glavni putevi metabolizma i nastanka spojeva kisika (preuzeto i modificirano prema 
Aitken i Shaun, 2008). 
 
 U stanicama organizama ROS djeluje različito pri različitim koncentracijama: pri 
niskim koncentracijama ima pozitivan učinak jer sudjeluje u međustaničnom signaliziranju i 
obrani protiv patogena, dok visoke koncentracije ROS-a oštećuju stanicu putem oksidacijske 
modifikacije proteina, lipida i DNA (Elahi i sur., 2009). Većina ROS-a nastaje u enzimatskoj 
kontroliranoj reakciji kisika s vodikom tijekom oksidativne fosforilacije u mitohondrijima 
(oksidacijski metabolizam). Osim u mitohondrijima, ROS se stvara i peroksisomalnom β-
oksidacijom masnih kiselina, mikrosomalnim citokromom P450 metabolizmom ksenobiotika, 
stimulacijom fagocita patogenima ili lipopolisaharidima, metabolizmom arginina i tkivno 
specifičnih enzima. 
 Živi organizmi razvili su endogene mehanizme kojima bi spriječili prekomjerno 
nakupljanje ROS-a odnosno nastanak oksidacijskog stresa. Antioksidacijski obrambeni sustav 
održava ravnotežu između proizvodnje i neutralizacije ROS-a, a uključuje antioksidativne 
enzime poput superoksid-dismutaze, glutation-reduktaze i ostale enzime koji imaju ključnu 
ulogu u detoksifikaciji radikala u nereaktivne molekule (Van der Oost i sur., 2003). Osim 
enzimskih molekula, postoje i neenzimske molekule koje uništavaju slobodne radikale od 
kojih je najpoznatiji glutation (Halliwell i Gutteridge, 1990). 
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1.3.1. Biomarkeri oksidacijskog stresa 
 
 Biomarkeri su sve biokemijske, stanične, histološke ili fiziološke promjene koje su 
mjerljive u uzorcima tkiva ili tjelesnoj tekućini ili na nivou cijelog organizma, a pružaju rani 
dokaz izloženosti organizma nekom zagađivalu (Kurelec, 1993). Iz razloga što mnogi 
antioksidacijski enzimi i nisko molekularni antioksidansi sudjeluju u uklanjanju ROS-a, 
mijenjanjem njihove aktivnosti i sadržaja omogućuje se evaluacija oksidativnog stresa u 
organizmu. 
1.3.1.1. Antioksidacijski enzimi kao biomarkeri oksidacijskog stresa 
 
 Superoksid-dismutaza (engl. superoxide dismutase – SOD, EC 1.15.1.1) je 
metaloprotein koji se nalazi u svim aerobnim organizmima i svim dijelovima u stanici koji su 
podložni oksidacijskom stresu. Prema mnogima, najučinkovitiji je unutarstanični enzimski 
antioksidans i predstavlja glavnu staničnu obranu od O2̇•- na način da katalizira njegovu 
dismutaciju u kisik (oksidacija) i H2O2 (redukcija) (Bafana i sur., 2011): 
 
 Glutation-reduktaza (engl. glutathione reductase – GR, EC 1.6.4.2) je flavin – 
adenin - dinukleotid (FAD) vezujući homodimerni protein građen od podjedinica od kojih 
svaka ima četiri definirane domene (Dym i Eisenberg, 2001). Obje podjedinice sudjeluju u 
izgradnji aktivnog centra što je ključno za njegovu funkciju kao antioksidacijskog enzima 
(Karplus i Schultz, 1989). GR katalizira reakciju glutation disulfida (GSSG) u sulfhidrilni 
oblik (GSH), a kao reducens koristi NADPH (Ahmad i Prasad, 2012): 
 
 Indikator je redoks stanja u stanicama jer je presudni enzim kod održavanja visokog 
omjera GSH/GSSG te promjene u njegovoj aktivnosti mogu uvelike narušiti antioksidacijski 
kapacitet stanice. 
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1.3.1.2. Glutation – neenzimski biomarker oksidacijskog stresa 
 
 Glutation (engl. glutathione – GSH; L–γ–glutamil–L–cisteinil–glicin) je tripeptid 
niske molekularne mase u animalnim stanicama i jedan je od glavnih čimbenika obrambenih 
mehanizama od oksidacijskog oštećenja uslijed povećane koncentracije ROS-a (Slika 3). 
 
Slika 3. Glutation (web 2). 
 
 GSH je važan derivat aminokiselina i ima nekoliko važnih uloga: brzo reagira s 
hidroksilnim radikalima, citotoksičnim produktima Fentonove reakcije, peroksinitritima, 
citotoksičnim produktima koji nastaju prilikom spajanja dušikovog monoksida s O2 i O2•-
(Kalyanaraman i sur., 1996; Luperchio i sur., 1996). Osim toga, GSH ima važnu ulogu u 
brojnim fiziološkim procesima kao što je prijenos signala, regulacija transporta sulfata, 
konjugacija metabolita, detoksifikacija ksenobiotika (Anjum i sur., 2012). U reakcijama koje 
katalizira GSH-Px, GSH sudjeluje i u reduktivnoj detoksifikaciji H2O2 i lipidnih peroksida. 
Nadalje, sudjeluje u redukciji disulfidnih mostova i održavanju proteina u odgovarajućem 
oksidiranom, odnosno reduciranom stanju (Kaplowitz i sur., 1985). GSH bitna je komponenta 
antioksidacijskog sustava jer sudjeluje u uklanjanju 1O2, H2O2 i OH• te je ključan čimbenik u 
regeneraciji askorbata u askorbat glutationskom ciklusu. Svakom navedenom reakcijom, 
direktno ili indirektno nastaje glutation disulfid (GSSG), tj. dolazi do oksidacije GSH (Kehrer 
i Lund, 1994). Djelovanjem glutation reduktaze GSSG se može povratno reducirati do GSH, 
koristeći NADPH kao izvor elektrona. Omjer GSH i GSSG se u istraživanjima koristi kao 
marker oksidacijskog stresa, a u većini stanica omjer GSH-a u odnosu na GSSG veći je od 
500 (Berg i sur., 2013). 
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1.3.1.3. Lipidna peroksidacija kao biomarker oksidacijskog stresa 
 
 Lipidna peroksidacija smatra se procesom koji dovodi do najvećeg oštećenja u 
svakom živom organizmu, a definira se kao složen niz reakcija razgradnje višestruko 
nezasićenih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acid; PUFA) koja je potaknuta 
reaktivnim dušikovim jedinkama i reaktivnim spojevima kisika (Slika 4) (Svingen i sur., 
1978). 
 
Slika 4. Osnovni niz reakcija lipidne peroksidacije (preuzeto i modificirano prema Young i 
McEneny, 2001). 
 Proces lipidne peroksidacije dijeli se na tri osnovna stupnja: inicijacija, propagacija i 
terminacija. Lipidnu peroksidaciju najčešće uzrokuje hidroksilni radikal, međutim i pojedini 
drugi radikali mogu pokrenuti reakciju peroksidacije. Prvi produkti peroksidacije su lipidni 
hidroperoksidi, mono trans – konjugirani dieni, koji se razgrađuju do aldehida u prisustvu 
metalnih iona, pa do konačnih produkata pomoću kojih se može utvrditi stanje oksidacijskog 
stresa (Esterbauer i sur., 1989). Glavni produkt lipidne peroksidacije je malondialdehid 
(MDA) koji reagira s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBA) te na taj način služi kao pokazatelj 
oksidacijskog oštećenja tkiva. Uslijed lipidne peroksidacije dolazi do promjena u strukturi i 
fluidnosti membrana, a posljedično time dolazi do promjene u transportu iona, odnosu 
receptor/ligand te osmotskom gradijentu (Webb i sur., 2008). 
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1.4.  Ciljevi istraživanja 
 
 Selenje element u tragovima koji ovisno o koncentraciji može imati dvojaki učinak – u 
niskim koncentracijama djeluje kao važan mikronutrijent za ljude, biljke i životinje, a u 
visokim koncentracijama može imati toksični učinak na organizme u okolišu. Do sada je 
učinak selena na organizme u tlu slabo istražen. Koncentracije selena u tlu mogu jako varirati, 
a moguć je i veći unos selena u ekosustave tla kao posljedica njegove primjene u 
biofortifikaciji. Stoga je glavni cilj ovog istraživanja bio proučiti djelovanje dva oblika selena 
(selenita i selenata) na gujavice, posebice na oksidacijski i antioksidacijski odgovor, kako bi 
se utvrdilo može li povećani unos selena u ekosustav tla značajno utjecati na organizme u tlu. 
 
 
Ciljevi istraživanja:  
 
• odrediti mortalitet tj. LC50 vrijednosti za oba oblika selena, selenit i selenat 
• odrediti utjecaj različitih koncentracija selenita na oksidacijski i antioksidacijski 
odgovor gujavica vrste Eisenia andrei 
• odrediti utjecaj različitih koncentracija selenata na oksidacijski i antioksidacijski 
odgovor gujavica vrste Eisenia andrei 
• utvrditi postoje li razlike između dva oblika selena, selenita i selenata, u 
oksidacijskom i antioksidacijskom odgovoru gujavica vrste Eisenia andrei 
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2.  MATERIJALI I METODE 
 
2.1.  Eksperimentalni organizam 
2.1.1.  Sistematika i biologija eksperimentalnog organizma - gujavice (Eisenia andrei) 
 
Carstvo: Animalia 
Koljeno: Annelida 
Razred: Clitellata 
Podrazred: Oligochaeta 
Red: Haplotaxida 
Porodica: Lumbricidae 
Rod:  Eisenia 
Vrsta:  Eisenia andrei 
 
 Eisenia andrei (Slika 5), prema načinu života, fiziološkim i morfološkim osobinama 
pripada epigejnim vrstama gujavica koje žive u površinskim slojevima tla bogatim organskim 
materijalom, a manje u tlima bogatima mineralnim tvarima. Prema OECD protokolu 
preporučena je vrsta za toksikološke testove (OECD, 1984). Vrsta je koja ima kratak životni 
ciklus čije izlijeganje iz kokona traje tri do četiri dana, dok spolnu zrelost, na temperaturi od 
20 °C postiže sa sedam do osam tjedana. Smatra se vrlo plodnom vrstom jer svaka jedinka 
proizvede dva do pet kokona tjedno. Zbog jednostavnog održavanja i uzgoja te lake 
dostupnosti, korištena je kao eksperimentalni organizam. 
 
2.1.2. Održavanje gujavica u laboratoriju i priprema za eksperiment 
 
 Gujavice koje su korištene u istraživanju potječu od lokalnog dobavljača OPG Škrljak 
i aklimatizirane su u laboratoriju. Za eksperiment su odabrane odrasle gujavice s dobro 
izraženim pojasom. 
  
Slika 5. Eksperimentalni organizam – gujavica 
(Eisenia andrei) (web 3). 
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2.2. Određivanje mortaliteta gujavica pomoću kontaktnog filter papir testa 
 
 Dan prije početka eksperimenta odrasle gujavice su stavljene na prethodno navlažen 
filter papir u Petrijeve zdjelice, kako bi se probavni trakt očistio od zemlje. Pri tome, Petrijeve 
zdjelice bile su prekrivene aluminijskom folijom koja je perforirana kako bi gujavice imale 
dovoljno zraka te su ostavljene na 20 °C u tami. 
 
 U istraživanju je primijenjen kontaktni filter papir test (engl. filter paper contact test) 
(OECD, 1984). Gujavice su se nakon čišćenja probavila, izlagale ispitivanoj kemikaliji 
(selenu u obliku selenita i selenata) i to u staklenim posudicama s ravnim dnom čija se 
površina obložila filter papirom (površina 105 cm2) bez preklapanja. U svaku bočicu se 
stavila po jedna gujavica te su nakon toga bočice zatvarane poklopcem s malim otvorom na 
vrhu zbog ventilacije i odložene u tamnu komoru na temperaturu 20 °C (Slika 6). 
 
 
Slika 6. Prikaz izlaganja gujavica selenitu i selenatu uz pomoć kontakt testa na papiru 
(fotografirala: Anja Petek) 
 
 Koncentracija testne tvari izražavala se po površini filter papira. Za pripremu različitih 
koncentracija selenita i selenata korištena je destilirana voda, dok je kontrola sadržavala samo 
destiliranu vodu. Aplicirani volumen selenita i selenata iznosio je 2 mL po bočici. Test je 
trajao 48 h, a mortalitet se pratio nakon 24 i 48 h. Gujavice su se smatrale mrtvima ako nisu 
odgovarale na blagi podražaj na prednjem dijelu tijela. 
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 U svrhu određivanja srednje letalne koncentracije (LC50) najprije je provedeno 
preliminarno izlaganje na temelju kojeg su utvrđene koncentracije za konačni test. 
Eksperiment je ponovljen tri puta, a u konačnom testiranju priređeno je sedam koncentracija 
za selenit i jednak broj koncentracija za selenat (Tablica 1). Korišteno je 10 gujavica po 
koncentraciji za svaki pojedini oblik selena. 
 
Tablica 1. Koncentracije korištene za određivanje srednje letalne koncentracije (LC50) 
 SELENAT SELENIT 
KONTROLA 0 0 
C1 (µg cm-2) 1 0.5 
C2 (µg cm-2) 2 1 
C3 (µg cm-2) 5 2.5 
C4 (µg cm-2) 10 5 
C5 (µg cm-2) 50 7.5 
C6 (µg cm-2) 75 10 
C7 (µg cm-2) 100 25 
 
2.3.  Izlaganje gujavica u svrhu određivanja oksidacijskog statusa 
 
 Na temelju rezultata mortaliteta, odabrane su koncentracije za izlaganje gujavica u 
svrhu određivanja biomarkera. Sve odabrane koncentracije bile su subletalne i nisu 
uzrokovale nikakve morfološke promjene u gujavica.  
 
 Kako bi odredili oksidacijski status gujavica nakon izlaganja selenu, koristio se 
kontaktni filter papir test. U kontaktnom filter papir testu oba oblika selena nanosila su se na 
filter papir te su gujavice bile izložene selenu samo dermalno. Gujavice su bile izložene 48 h 
u tami, te su nakon isteka vremena izlaganja korištene za pripremu uzoraka za daljnje 
analize.U svrhu određivanja lipidne peroksidacije i ukupnih proteina, te mjerenja aktivnosti 
GR-a i SOD-a korišteno je 5 koncentracija selenita: 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5 µg cm-2 i 5 
koncentracija selenata: 0.2, 0.5, 1, 2, 5 µg cm-2. Svakoj koncentraciji izloženo je 9 gujavica. 
Za određivanje omjera GSH/GSSG izloženo je 9 gujavica po koncentraciji, a korištene su 3 
koncentracije selenita: 0.1, 0.5 i 2.5 µg cm-2, te 3 koncentracije selenata: 0.2, 1, 5 µg cm-2. 
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2.4.  Mjerenje biomarkera oksidacijskog stresa 
 
 Mjerenje biomarkera oksidacijskog stresa provedeno je u Laboratoriju za biokemiju na 
Odjelu za biologiju u Osijeku. Istraživanje je uključivalo pripremu uzoraka i mjerenje 
slijedećih parametara u gujavicama izloženim selenu u obliku selenita i selenata: 
 
• određivanje lipidne peroksidacije 
• određivanje ukupnog glutationa (tGSH), oksidiranog glutationa (GSSG) i reduciranog 
glutationa (GSH) 
• mjerenje aktivnosti GR-a 
• mjerenje aktivnosti SOD-a 
• određivanje koncentracije ukupnih proteina  
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2.4.1. Priprema uzorka za mjerenje produkata lipidne peroksidacije 
 
 Kako bi se odredila količina produkata lipidne peroksidacije, gujavice prethodno 
izložene selenitu i selenatu vagane su u staklenim kivetama te je na tkivo dodana 1.15% 
otopina KCl-a u omjeru 1:10 (w/v) nakon čega je uzorak homogeniziran Ultra turrax T10 
homogenizatorom (1300 rpm; IKA, Königswinter, Njemačka). Dobiveni homogenat se dalje 
koristio za određivanje lipidne peroksidacije. 
 
2.4.2. Određivanje lipidne peroksidacije 
 
 Razina lipidne peroksidacije u homogenatima gujavica utvrđena je metodom koja se 
temelji na spektrometrijskom mjerenju koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbiturne 
kiseline (TBARS), većinom malondialdehida (MDA), dok je sama metoda je opisana od 
strane Okhawa i sur. (1979).  
  
 Neposredno nakon homogenizacije, otpipetirano je 0.4 mL homogenata, te dodavano 
redom: 0.2 mL 8.1% natrijeva dodecil sulfata, 1.5 mL 20% octene kiseline, 1.5 mL 0.8% 
tiobarbiturne kiseline (TBA), nakon toga smjesa je promješana na vortexu. Nakon toga, u 
smjesu je dodano 0.4 mL vode kako bi ukupan volumen reakcijske smjese bio 4 mL. 
Reakcijska smjesta inkubirana je 60 min na 95 °C. Zbog visoke temperature kojoj je izložena 
kisela reakcijska smjesa, došlo je do razgradnje lipidnih peroksida te je nastali MDA reagirao 
s TBA što je za posljedicu imalo crveno obojenje smjese. Nakon inkubacije, uzorak je hlađen 
15 min na sobnoj temperaturi te je uzorku dodan 1 mL destilirane vode i 5 mL n-butanola i 
piridina u međusobnom omjeru 15:1 (v/v). Reakcijska smjesa je nakon vorteksiranja, 
centrifugirana 15 min na 4000 g na temperaturu od 4 °C što je uzrokovalo nastajanje dva 
sloja. Koncentracija TBARS-a mjerena je spektrofotometrijski na valnoj duljini 532 nm u 
gornjem sloju prethodno pripremljene reakcijske smjese. 
  
 Količina TBARS-a tj. MDA određena je pomoću jednadžbe pravca standardnog 
dijagrama gdje je 1,1,3,3 – tetrametoksipropan korišten kao standard. Rezultati su izraženi u 
nmol po gramu svježe tvari (nmol g-1 svježe tvari). 
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2.4.3. Priprema uzorka za mjerenje ukupnog, oksidiranog i reduciranog 
glutationa 
  
 Za određivanje tGSH, GSSG i GSH koriste se svježe gujavice koje su prethodno 48 h 
bile izložene različitim koncentracijama selenita i selenata pomoću kontakt testa na filter 
papiru. Potom je 100 mg tkiva homogenizirano u 1 mL 5% otopine 5–sulfosalicilne kiseline. 
Homogenat je ostavljen 10 min na ledu te je nakon toga centrifugiran 10 min pri 10 000 g na 
4 °C. Nakon toga, supernatant se čuvao na ledu do mjerenja. 
 
2.4.4. Određivanje ukupnog, oksidiranog i reduciranog glutationa 
 
 Ukupni glutation mjeri se kinetičkim metodom, u kojoj GSH uzrokuje kontinuiranu 
reakciju 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoične kiseline (DTNB) uslijed koje nastaje žuto obojeni 
produkt 5–tio–2–nitrobenzoična kiselina (TNB), pri čemu nastaje GSSG koji se reciklira 
pomoću enzima GR-a i NADPH (jednadžbe (1) i (2); Akerboom i Sies, 1981; Nair i sur., 
1991). Uslijed nastanka TNB-a dolazi do porasta apsorbancije koja se mjeri na 412 nm.  
 
2 GSH + DTNB                                    GSSG + 2 TNB       (1) 
 
                GSSG + NADPH + H+                                                NADP+ + 2 GSH   (2) 
 
 Nakon pripreme ekstrakta za određivanje ukupnog glutationa, slijedila je priprema 
reakcijskog koktela koji se sastojao od 8 mL 100 mM natrij – fosfatnog pufera (pH 7.0) s 
dodatkom 1 mM EDTA, 228 µL otopine GR (6U/mL) i 228 µL otopine DTNB koncentracije 
1.5 mg mL-1. Zatim je u UV/VIS kivetu dodano 750 µL reakcijskog koktela, 50 µL 
razrijeđenog uzorka i 250 µL NADPH (0.16 mg mL-1). Porast apsorbancije pratio se na 412 
nm tijekom 5 min.  
 
 Kako bi se odredio GSSG, u 500 µL uzoraka je dodano 10 µL vinilpiridina i 25 µL 
trietanolamina. Uzorci su potom inkubirani te je sadržaj oksidiranog glutationa određen istom 
kinetičkim analizom kao i ukupni glutation. Pomoću standardne krivulje GSH-a i GSSG-a 
određena je količina ukupnog i oksidiranog glutationa. Konačni rezultati izraženi su kao 
omjer količina GSH/GSSG. 
 
GR 
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2.4.5. Priprema uzoraka za mjerenje glutation-reduktaze i superoksid-
dismutaze te određivanje koncentracije proteina 
 
 Nakon isteka vremena izlaganja gujavice su vagane te je na 100 mg tkiva dodano 500 
µL ekstrakcijskog pufera (50 mM natrij – fosfatni pufer, pH 7.8 uz dodatak 1 mM EDTA). 
Nakon toga tkivo je homogenizirano pomoću Ultra turrax T10 homogenizatora (1300 rpm; 
IKA, Königswinter, Njemačka). Enzimi su zatim ekstrahirani stajanjem 10 min na ledu te 
centrifugiranjem 30 min na 9000 g i 4 °C. Dobiveni supernatanti korišteni su za 
spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti enzima GR-a, SOD-a te određivanje 
koncentracije proteina. 
 
2.4.6. Određivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze 
 
 U enzimskim ekstraktima aktivnost GR-a određena je prema metodi koju su opisali 
Dolphin i suradnici (1989). Prema toj metodi dolazi do redukcije GSSG-a uz prisustvo GR-a 
koristeći NADPH kao reducens (jednadžba 3). 
 
 
                β – NADPH + GSSG                                β – NADP + 2GSH   (3) 
 
 U kvarcnu kivetu dodano je 400 µL reakcijskog pufera (100 mM natrij-fosfatni pufer 
pH 7.5, 1 mM EDTA), 500 µL 2 mM otopine GSSG, 50 µL enzimskog ekstrakta koji je 
prethodno razrijeđen 2× te 50 µL 2 mM otopine NADPH. 
 
  Nakon dodatka NADPH započinje enzimska reakcija, a prati se pad apsorbancije na 
340 nm svakih 10 s tijekom 2 min, koji nastaje uslijed oksidacije NADPH odnosno smanjenja 
količine NADPH. 
 
 Jedna jedinica enzima reducira 1 µmol GSSG po min pri pH 7.6 i 25 °C. Specifična 
aktivnost GR-a izražena je kao količina (µmol) NADPH po min po gramu proteina koristeći 
ekstinkcijski koeficijent (ɛ = 6.220 mM-1 cm-1), odnosno u jedinicama aktivnosti GR-a po 
gramu proteina (U g-1 proteina; U = µmol min-1). 
 
GR 
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2.4.7. Određivanje aktivnosti enzima superoksid-dismutaze 
 
 Aktivnost SOD-a u ekstraktima mjeri se kao stupanj inhibicije redukcije citokroma C 
superoksidnim radikalom, a određena je metodom koju su opisali Flohé i Otting (1971). Jedna 
jedinica SOD-a inhibira stopu redukcije citokroma C za 50%, pomoću ksantin oksidaze 
(XOD) i ksantina u nekom povezanom sustavu (jednadžbe (4), (5), (6)).  
 
     ksantin + O2 + H2O                               mokraćna kiselina + O2•- + H+                 (4) 
 
 
citokrom3+ C (oksidirani) + O2•-                                           citokrom2+ C (reducirani) + O2    (5) 
 
                                2 02•-+ 2 H+  02 + H202                                         (6) 
 
 
 U VIS kivetu za mjerenje redom je pipetirano 1450 μL reakcijskog koktela, koji se 
sastojao od 0.05 mM otopine citokroma C priređene u 50 mM natrij fosfatnom (pH 7.8) 
puferu koji je sadržavao 0.1 mM EDTA (pH 7.8), pomiješan sa 1 mM otopinom ksantina, 
zatim 25 µL enzimskog ekstrakta te 25 µL otopine XOD koncentracije 0.1 U mL-1. Pratio se 
porast apsorbancije na 550 nm tijekom 3 min, svakih 30 s, dok je sama aktivnost računata 
koristeći postotak inhibicije citokroma C te je izražena kao U mg-1 proteina. 
 
  
 
 
XOD 
SOD 
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2.4.8. Određivanje koncentracije ukupnih proteina 
 
 Za određivanje ukupne koncentracije proteina u ekstraktima, koristila se metoda po 
Bradfordu (1976), koja se bazira na vezanju proteina s bojim Coomassie Brilliant Blue G-250 
(CBB) u kiselom mediju. Hidrofobnim interakcijama i ionskim vezama boja se veže na 
proteine, te se na taj način stabilizira u anionskom obliku i dovodi do vidljive promjene iz 
smeđe u plavu. Uzorci su prije mjerenja razrijeđeni 100×, nakon razrjeđivanja u epruvetu je 
dodano 100 µL razrijeđenog uzorka i 1 mL reagensa Bradford. Apsorbancija se mjeri pri 595 
nm prema slijepoj probi koja se sastojala od 100 µL pufera i reagensa. Koncentracija proteina 
određena je pomoću jednadžbe pravca standardnog dijagrama gdje je albumin goveđeg 
seruma korišten kao standard, te su rezultati izraženi u mg mL-1. 
 
2.4.9. Statistička obrada podataka 
 
 Podaci dobiveni ovim istraživanjem obrađeni su u statističkom programu 
STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA), a rezultati su izraženi kao srednja 
vrijednost ± standardna devijacija (SD). Za određivanje krivulje mortaliteta korišten je 
statistički program R verzije 3.1.2. Mortalitet je izračunati na osnovu broja životinja umrlih 
tijekom tretiranja gujavica različitim koncentracijama selenita i selenata te je izražen kao 
postotak mortaliteta. Smrtnost nije zabilježena u kontrolnoj skupini. Logit procedura drc 
paketa u R-u korištena je za izračun letalnih koncentracija (LC). Za izradu doza-odgovor 
krivulja mortaliteta korištena je četiri parametarska logistička krivulja. Distribucija podataka 
testirana je Shapiro-Wilk testom. Budući da je utvrđena normalna distribucija, za daljnje 
analize koristila se parametarska statistika. Razlike između kontrolne i skupina izloženih 
različitim koncentracijama selenita i selenata uspoređene su pomoću jednosmjerne analize 
varijance (one-way ANOVA). Nakon što je utvrđeno postojanje razlika, proveden je 
Bonferroni post hoc test kako bi se odredilo koje se skupine razlikuju. Svi testovi provedeni 
su na razini značajnosti od 5%. 
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3.  REZULTATI 
 
3.1. Određivanje mortaliteta gujavici Eisenia andrei tretiranih selenitom i 
selenatom 
 
 LC10, LC50 i LC90 vrijednosti za selenat i selenit u gujavici Eisenia andrei izračunate 
su na temelju rezultata mortaliteta 48 h nakon izlaganja dvama oblicima selena (Tablica 2., 
Tablica 3.), a rezultati su prikazani i doza-odgovor krivuljom (Slika 7). 
 
Tablica 2. LC10, LC50 i LC90 vrijednosti za selenat u gujavici Eisenia andrei 48 h nakon 
izlaganja. 
  Koncentracija 
selenata (µg cm-2) 
Gornji limit Donji limit 
SELENAT   LC10 6.522 8.360 4.684 
 LC50 20.706 26.234 15.178 
 LC90 65.735 102.028 29.442 
 
Tablica 3. LC10, LC50 i LC90 vrijednosti za selenit u gujavici Eisenia andrei 48 h nakon 
izlaganja. 
  Koncentracija 
selenita (µg cm-2) 
Gornji limit Donji limit 
SELENAT LC10 2.618 2.957 2.279 
 LC50 4.539 4.785 4.294 
 LC90 7.872 8.700 7.043 
 
 Usporedbom LC50 vrijednosti za oba oblika selena – selenita i selenita - uočava se 
razlika između vrijednosti letalnih koncentracija. LC50 kod gujavica tretiranih selenitom je 5 
puta manja od gujavica tretiranih selenatom. Nakon određivanja rezultata mortaliteta 
određene su koncentracije za mjerenje biomarkera oksidacijskog stresa. 
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Slika 7. Doza-odgovor krivulje u gujavici Eisenia andrei nakon izlaganja 48 h različitim 
koncentracijama selenata (7A) i različitim koncentracijama selenita (7B). 
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3.2. Utjecaj različitih koncentracija selenata na razinu lipidne peroksidacije u 
gujavici Eisenia andrei 
 
 Razina lipidne peroksidacija praćena je mjerenjem količine TBARS-a. Rezultati (Slika 
8) su pokazali statistički značajnu razliku između kontrolne skupine i skupine koja je bila 
izložena koncentraciji selenata 0.5 µg cm-2 i 5µg cm-2. Količina TBARS-a nakon izlaganja 
gujavica koncentraciji selenata 0.5 µg cm-2 iznosila je 57.581 ± 4.794 nmol g-1 svježe tvari, 
odnosno povećala se u odnosu na kontrolnu skupinu za 26.59%, dok je u skupini gujavica 
tretiranih 5 µg cm-2, količina TBARS-a bila 55.324 ± 5.024 nmol g-1 svježe tvari, tj. imala je 
značajan porast od 21.62%. Kod skupina koje su bile izložene selenatu koncentracijama 0.2, 1 
i 2 µg cm-2 nije utvrđena statistički značajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu.  
 
 
Slika 8. Količina TBARS-a mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenata (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom,  
SA 0.2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.2 µg cm-2, 
SA 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.5 µg cm-2,  
SA 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 1 µg cm-2, 
SA 2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 2 µg cm-2,  
SA 5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 5 µg cm-2.  
29 
 
3.3. Utjecaj različitih koncentracija selenita na razinu lipidne peroksidacije u 
gujavici Eisenia andrei 
 
 Rezultati mjerenja (Slika 9) pokazuju da je statistički značajan porast količine 
TBARS-a prisutan samo u skupini koja je bila izložena najvećoj testiranoj koncentraciji 
selenita, odnosno 2.5 µg cm-2 gdje se količina TBARS-a povećala za 29.71%, odnosno 
iznosila je 59.002 ± 8.438 nmol g-1 svježe tvari. Statistički značajne razlike između kontrolne 
skupine i skupina gujavica koje su bile izložene koncentracijama selenita 0.1, 0.25, 0.5 i 1 µg 
cm-2 nisu utvrđene. 
 
 
Slika 9. Količina TBARS-a mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenita (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05). 
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SI 0.1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.1 µg cm-2, 
SI 0.25 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.25 µg cm-2, 
SI 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.5 µg cm-2, 
SI 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 1 µg cm-2, 
SI 2.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 2.5 µg cm-2. 
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3.4. Utjecaj različitih koncentracija selenata na omjer reduciranog i 
oksidiranog glutationa u gujavici Eisenia andrei 
 
 Rezultati (Slika 10) pokazuju da tretman različitim koncentracijama selenata ne utječe 
značajno na omjer GSH/GSSG. Iako postoji povećanje omjera GSH/GSSG u skupinama 
tretiranim najmanjoj i najvećoj koncentracijom selenata u odnosu na kontrolnu skupinu, samo 
povećanje nije statistički značajno. 
 
 
Slika 10. Omjer GSH/GSSG mjeren u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenata(srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05). 
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SA 0.2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.2 µg cm-2, 
SA 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 1 µg cm-2, 
SA 5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 5 µg/cm-2. 
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3.5. Utjecaj različitih koncentracija selenita na omjer reduciranog i 
oksidiranog glutationa u gujavici Eisenia andrei 
 
 Rezultati (Slika 11) pokazuju da izlaganje gujavica koncentraciji selenita 0.5 µg cm-2 
značajno utječe na povećanje omjera reduciranog i oksidiranog glutationa. Omjer GSH/GSSG 
u skupini gujavica izloženim koncentracijom selenita 0.5 µg cm-2 iznosio je 20.315 ± 6.181, 
što je u odnosu na kontrolu, povećanje se za 39%. U skupinama gujavica tretiranim 
koncentracijama selenita 0.1 i 2.5 µg cm-2 postoji trend povećanja omjera GSH/GSSG, 
međutim povećanje nije statistički značajno. 
 
 
Slika 11. Omjer GSH/GSSG mjeren u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenita (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0– kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SI 0.1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.1 µg cm-2, 
SI 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.5 µg cm-2, 
SI 2.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 2.5 µg cm-2. 
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3.6. Utjecaj različitih koncentracija selenata na aktivnost glutation-reduktaze 
u gujavici Eisenia andrei 
 
 Aktivnost GR-a nije se značajno promijenila kod gujavica koje su izložene 
koncentracijama selenata 0.2, 0.5, 2 i 2 µg cm-2 (Slika 12). Međutim, najveća testirana 
koncentracija selenata (5 µg cm-2) pokazuje statističku značajnu razliku u odnosu na kontrolu,  
tj. zabilježena je povećana aktivnost GR-a, 8.831 ± 1.498 U g-1 proteina. U odnosu na 
kontrolnu grupu, aktivnost GR-a u skupini gujavica tretiranih koncentracijom selenata 5 µg 
cm-2, povećala se za 42.89%. 
 
 
Slika 12. Aktivnost glutation-reduktaze mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenata (srednja vrijednosti ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SA 0.2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.2 µg cm-2, 
SA 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.5 µg cm-2, 
SA 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 1 µg cm-2, 
SA 2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 2 µg cm-2, 
SA 5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 5 µg cm-2. 
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3.7. Utjecaj različitih koncentracija selenita na aktivnost glutation-reduktaze 
u gujavici Eisenia andrei 
 
 Nakon 48 h izlaganja selenitu, utvrđena je statistički značajna razlika u odnosu na 
kontrolu u skupinama tretiranih selenitom koncentracije 1 i 2.5 µg cm-2 (Slika 13). Aktivnost 
GR-a je u skupini gujavica tretiranih selenitom 1 µg cm-2 iznosila 9.290 ± 1.999 U g-1 
proteina, odnosno u toj skupini zabilježeno je povećanje aktivnosti  GR-a od 50.32%. Dok je 
aktivnost GR-a u skupini gujavica izloženim selenitom 2.5 µg cm-2 iznosila 10.196 ± 0.824,  
odnosno zabilježeno je povečanje aktivnosti GR-a od 64.98%. Tretman ostalim 
koncentracijama nije uzrokovao značajne promjene u aktivnosti GR-a, međutim u tim 
skupinama vidljiv je trend povećanja aktivnosti GR-a. 
 
Slika 13. Aktivnost glutation-redkutaze mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja različitim 
koncentracijama selenita (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SI 0.1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.1 µg cm-2, 
SI 0.25 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.25 µg cm-2, 
SI 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.5 µg cm-2, 
SI 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 1 µg cm-2, 
SI 2.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 2.5 µg cm-2. 
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3.8. Utjecaj različitih koncentracija selenata na aktivnost superoksid-
dismutaze u gujavici Eisenia andrei 
 
 Aktivnost enzima SOD mjerena je 48 h nakon izlaganja gujavica različitim 
koncentracijama selenata. Korišteno je po 9 gujavica za svaku ispitivanu koncentraciju 
selenata i kontrolnu skupinu. Tretman gujavica selenatom koncentracija 0.5, 1 i 2 µg cm-2 
uzrokovao je statistički značajno smanjenje aktivnosti enzima SOD-a (Slika 14). Izmjerena 
aktivnosti SOD-a u skupinama sa statističkim značajnim smanjenjem bila je 5.029 ± 0.619 U 
mg-1 proteina (0.5 µg cm-2 selenata), 4.185 ± 0.798 U mg-1 proteina  (1 µg cm-2 selenata) i 
6.629 ± 0.455 U mg-1 proteina  (2 µg cm-2 selenata)  Aktivnost SOD-a se u skupini gujavica 
tretiranih koncentracijom selenata 0.5 µg cm-2 smanjila za 36.94%, smanjenje od 47.53% 
vidljivo je i u skupini gujavica izloženim selenatu koncentracije 1 µg cm-2, dok se u skupini 
gujavica koje su bile izložene selenatu koncentracije 2 µg cm-2, aktivnost SOD-a smanjila za 
16.88%. Kod skupina gujavica izloženih selenatu koncentracijama 0.2 i 0.5 µg cm-2 nisu 
utvrđene statistički značajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. 
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Slika 14. Aktivnost superoksid-dismutaze mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja 
različitim koncentracijama selenata (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita 
slova označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SA 0.2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.2 µg cm-2, 
SA 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 0.5 µg cm-2, 
SA 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 1 µg cm-2, 
SA 2 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 2 µg cm-2, 
SA 5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenata 5 µg cm-2. 
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3.9. Utjecaj različitih koncentracija selenita na aktivnost superoksid-
dismutaze u gujavici Eisenia andrei 
 
 Kako bi se odredila aktivnost SOD-a tretiranih različitim koncentracijama selenita 
korišteno je 9 gujavica po svakoj skupini. Rezultati mjerenja ukazuju na trend smanjenja 
aktivnosti SOD-a iako smanjenje nije statistički značajno u svim testiranim skupinama (Slika 
15). Izmjerena aktivnost SOD-a bila je u rasponu od 7.975 ± 0.862 U mg-1 proteina (kontrola) 
i 5.396 ± 1.194 U mg-1 proteina (0.1 µg cm-2 selenita). Statistički značajno smanjenje 
aktivnosti SOD-a utvrđeno je u skupinama gujavica tretiranih koncentracijama selenita 0.1 i 
0.5 µg cm-2. Aktivnost SOD-a se smanjila u odnosu na kontrolu za 32.34% kod skupine 
gujavica tretiranih 0.1 µg cm-2, dok se kod skupine gujavice izložene selenitu koncentracije 
0.5 µg cm-2 aktivnost SOD-a smanjila za 25.56%. 
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Slika 15. Aktivnost superoksid-dismutaze mjerena u gujavicama 48 h nakon izlaganja 
različitim koncentacijama selenita (srednja vrijednost ± standardna devijacija). Različita slova 
označavaju statistički značajne razlike između pojedinih skupina (p < 0.05).  
 
0 – kontrolna skupina gujavica tretirana destiliranom vodom, 
SI 0.1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.1 µg cm-2, 
SI 0.25 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.25 µg cm-2, 
SI 0.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 0.5 µg cm-2, 
SI 1 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 1 µg cm-2, 
SI 2.5 – skupina gujavica izlagana koncentraciji selenita 2.5 µg cm-2. 
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4. RASPRAVA 
 
 Selen je element u tragovima s dva suprotna djelovanja - može djelovati kao 
esencijalan nutrijent za ljude, životinje i biljke ilipri visokim koncentracijama imati toksično 
djelovanje na organizme u okolišu. Granica između te dvije funkcije selena je uska i ovisi o 
kemijskim oblicima selena, koncentraciji i ostalim okolišnim varijablama (Germ i Stibilj, 
2007). Niske koncentracije selena pozitivno djeluju na zdravlje ljudi, a dokazano je i njihovo  
antikancerogeno djelovanje. Međutim, u svijetu postoji problem nedostatka tog 
mikronutrijenta u tlu, pa tako i u samim biljkama. Vezano uz problem niskih koncentracija 
selena u zrnu žitarica, često se spominje pojam biofortifikacija selenom, koji se odnosi na 
povećanje tog elemenata u jestivim dijelovima biljke (Eđed, 2011). Rezultat biofortifikacije 
žitarica selenom upravo je povećanje njegove koncentracije i bioraspoloživosti u zrnu, a 
samim time i u prehrani ljudi. S obzirom na to da se biofortifikacijom povećava koncentracija 
selena u biljkama i tlu, izuzetno je važno istražiti kako povećana koncentracija i različiti oblici 
primjene selena djeluju na organizme koji žive u tlu. Zbog mogućnosti biomagnifikacije 
selena u hranidbenom lancu (povećanje koncentracije štetnih tvari bioakumuliranih u 
članovima hranidbenog lanca, proporcionalno s razinom hranidbenog lanca), selen se smatra 
potencijalno toksičnim elementom za organizme (Wu, 2004). Međutim, istraživanja utjecaja 
različitih oblika selena na organizme u tlusu vrlo oskudna. Postoji svega nekoliko istraživanja 
koja se bave tom tematikom, a uključuju gujavice kao modelne organizme. Zbog toga što 
sulako dostupna vrsta te jednostavna za održavanje i rukovanje prilikom izvođenja 
eksperimenata, te zbog njegove izuzetne važnosti za strukturu i plodnost tla, gujavice se često 
koriste u ovakvim ekotoksikološkim istraživanjima (OECD, 1984). Poznato jeda je brojnost 
gujavica u poljoprivrednim tlima mala jer gospodarenje poljoprivrednim zemljištima 
uključuje procese koji negativno utječu na populacije gujavica (primjerice oranje i primjena 
pesticida) (Lemtiri i sur., 2014; Gaupp-Berghausen i sur., 2015), te se vrsta gujavice E.  
andrei ne nalazi u poljoprivrednim tlima (Gaupp-Berghausen i sur., 2015; Verrell i Van 
Buskirk, 2004). Međutim, za ovo istraživanje mehanizama djelovanja selena na gujavice, ova 
vrsta je zbog svoje produktivnosti, osjetljivosti na promjenjive okolišne čimbenike i 
jednostavnog rukovanja bila pogodni modelni organizam. Za istraživanje učinaka selena na 
gujavice koristio se kontaktni filter papir test kao test akutne toksičnosti. Kontaktni filter test 
je jeftina, jednostavna i brza metoda koja se može koristiti kao „screening“ tehnika za 
procjenu relativne toksičnosti (Miyazaki i sur., 2002; Grumiaux i sur., 2010). Iako ovaj test 
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isključuje utjecaj komponenti tla, jednostavnost izvedbi i mogućnost velikog broja 
ponavljanja eksperimenta omogućuje usporedbu rezultata (Edwards i Bohlen, 1992; Zhang i 
sur., 2009). 
 Prvi dio istraživanja uključivao je određivanje mortaliteta gujavica tretiranih selenu u 
dva oblika - selenatu i selenitu. Rezultati su se prikazali pomoću doza-odgovor krivulja te u 
obliku srednjih letalnih koncentracija. U prijašnjem istraživanju (Serda i Furst, 1989) odredili 
su LD50 za selenit i selenat od 31 i 60 mg kg
-1 za gujavicu vrste L  terrestris te je utvrđeno da 
je selenit toksičniji od selenata. Ti su rezultati u skladu s rezultatima ovog istraživanja gdje je 
potvrđeno da je selenit toksičniji za gujavicu E. andrei od selenata. Naime, LC50 za selenit je 
4.54 µg cm-2, a za selenat iznosi 22.71 µg cm-2. Razlika u letalnim dozama utvrđenim u 
istraživanju Serda i Furst (1989) i ovdje utvrđenim letalnim koncentracijama proizlazi iz 
drugačijeg načina testiranja toksičnosti. Naime, u ovom istraživanju koristio se kontaktni filter 
test, dok su Serda i Furst (1989) određivali mortalitet pomoću testa s umjetnim tlom. U 
sljedećem koraku ovog istraživanja korištene su subletalne koncentracije kako bi se odredio 
utjecaj selenata i selenita na četiri odabrana biomarkera oksidacijskog stresa: razinu lipidne 
peroksidacije, omjer GSH/GSSG, aktivnost GR-a i aktivnost SOD-a. 
 Oksidacijski stres označava poremećaj u ravnoteži između stvaranja ROS-a i 
antioksidacijske obrane (Betteridge, 2000). Antioksidacijski obrambeni sustav održava ROS  
pri optimalnim razinama te osim nekih vitamina, koenzima Q odnosno različitih tvari ne-
enzimske prirode, uključuje i široki spektar antioksidacijskih enzima (Birben i sur., 2012). 
Ukoliko je održavanje ravnoteže između proizvodnje oksidanasa i njihovog uklanjanja 
narušeno, jedna od posljedica je lipidna peroksidacija, odnosno direktno oštećenje lipida 
(Ayala i sur., 2014). Odnosno, najbolji pokazatelj da je neko tkivo pod oksidacijskim 
oštećenjem je povećana količina TBARS-a (Halliwell, 1992; Liu i Mori, 1994). ROS uvelike 
povećava lipidnu peroksidaciju u organizmima (Esterbauer i Cheesman, 1990) te se u ovom 
istraživanju povećana razina lipidne peroksidacije kod gujavica tretiranim najvećim testiranim 
koncentracijama selenata (5 µg cm-2) i selenita (2.5 µg cm-2) općenito može objasniti 
povećanim stvaranjem ROS-a u gujavica te smanjenjem aktivnosti pojedinih antioksidacijskih 
enzima, kao što je SOD. Rezultati pokazuju trend povećanja količine TBARS-a kod gujavica 
tretiranih selenitom i iako povećanje nije statistički značajno, uočeni trend može ukazivati na 
povećano stvaranje ROS-a kod gujavica. Veza između lipidne peroksidacije i ROS-a je 
posebno zanimljiva jer se ROS često nakuplja u stanicama zbog smanjene aktivnosti 
antioksidacijskih enzima te povećava količinu TBARS-a, dok s druge strane povećana 
količina TBARS-s dovodi do inaktivacije enzima što opet uzrokuje nakupljanje ROS-a i 
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poticanje peroksidacije (Wang i sur., 2012). To je potvrđeno i u ovom istraživanju gdje je kod 
svih skupina gujavica tretiranih selenatom i selenitom bila smanjena aktivnost SOD-a. 
 Kao ne-enzimski pokazatelj oksidacijskog statusa gujavica tretiranih selenatom i 
selenitom mjeren je i omjer GSH/GSSG. To je jedan od najčešćih markera stanične redoks 
ravnoteže. Ova analiza je korisna, jer povećano stvaranje oksidansa rezultira smanjenjem 
omjera GSH/GSSG (Halliwell i Gutteridge, 2007). U ovom istraživanju gujavice tretirane 
selenatom nisu pokazale statistički značajne razlike omjera GSH/GSSG u odnosu na 
kontrolnu skupinu. Kod gujavica izloženih različitim koncentracijama selenita uočava se 
statističko značajno povećanje omjera GSH/GSSG kod skupine gujavica tretiranih selenitom 
koncentracije 0.5 µg cm-2. Nadalje, i skupina gujavica tretirana selenitom koncentracije 2.5 
µg cm-2 pokazuje povećanje u omjeru GSH/GSSG, iako povećanje nije bilo statistički 
značajno. Razlika u rezultatima omjera GSH/GSSG između selenata i selenita ukazuje na 
različiti mehanizam djelovanja ova dva oblika selena u gujavica. Uz omjer GSH/GSSG, 
važno je uzeti u obzir i rezultate mjerenja GR-a. GR je enzim koji je usko vezan uz GSH jer 
sudjeluje u njegovoj regeneraciji u reducirani oblik uz pomoć NADPH (Deponte, 2013). Kako 
je GR presudni enzim kod održavanja visokog omjera GSH/GSSG i indikator je redoks stanja 
u stanicama, promjene u njegovoj aktivnosti mogu uvelike narušiti antioksidacijski kapacitet 
stanice. U ovom istraživanju izmjerena je povećana aktivnost enzima GR-a. U većini skupina 
tretiranih selenatom postoji trend povećanja aktivnosti GR-a, iako je statistički značajan 
porast aktivnosti GR-a samo u skupini s najvećom tretiranom koncentracijom selenata 5 
µgcm-2. Dok su gujavice izložene različitim koncentracijama selenita imale trend povećanja 
aktivnosti GR-a u svim skupinama, statistički značajan porast aktivnosti izmjeren je na 
koncentracijama 1 i 2.5 µg cm-2, te je na koncentraciji 2.5 µg cm-2 aktivnost porasla za 
64.98%. 
 Jedan od važnih antioksidansa je enzim SOD koji sudjeluje u dismutaciji superoksida 
u vodikov peroksid. Rezultati u ovom istraživanju pokazali su supresiju, odnosno smanjenu 
aktivnost SOD-a kod gujavica tretiranih selenatom. Trend smanjenja aktivnosti SOD-a bio je 
vidljiv u svim skupinama tj. testiranim koncentracijama selenata, no statistički značajno 
smanjenje bilo je utvrđeno kod tri primijenjene koncentracije selenata (0.5, 1 i 2 µg cm-2). 
Slično tome, i kod gujavica tretiranih selenitom utvrđeno je smanjenje aktivnosti SOD-a. 
Najveće smanjenje aktivnosti SOD-a kod skupine tretirane selenitom bilo je do 32.34%. Iako 
istraživanja pokazuju da gujavice pod djelovanjem pojedinih ksenobiotika mogu povećati 
aktivnost SOD-a kako bi se uklonio višak ROS-a u stanicama, neka istraživanja su pokazala 
da previše ROS-a može uzrokovati inhibiciju aktivnosti enzima (Wang i sur., 2012). 
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Primjerice utvrđeno je da izlaganje gujavica fluoru uzrokuje smanjenje aktivnosti enzima 
SOD-a (Lawson i Yu, 2003). Nadalje, istraživanje Luo i sur. (1999) pokazuje da pesticidi 
mogu uzrokovati supresiju SOD-a kod gujavica.  
 Očito je da selen dovodi do promjene u oksidacijskom statusu kod gujavica, te su oba 
oblika selena (selenat i selenit) imali značajne učinke na mjerene biomarkere u gujavici E. 
andrei. Nadalje, postoje određene razlike u mehanizmima djelovanja između ta dva oblika 
selena što potvrđuju rezultati omjera GSH/GSSG. Međutim, neki odgovori gujavica na 
tretmane selenatom i selenitom su vrlo slični, primjerice smanjenje aktivnosti enzima SOD-a i 
povećanje aktivnosti GR-a. U ovom istraživanju nije utvrđen doza ovisan odgovor mjerenih 
biomarkera na izloženosti selenu, no promjene u sva četiri mjerena biomarkera pokazuju da 
oksidacijski stres igra važnu ulogu u djelovanju selena na gujavice. 
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5. ZAKLJUČAK 
 
 Kako bi se utvrdilo djelovanje dva oblika selena (selenita i selenata) na gujavice, 
odnosno organizme u tlu, mjerili su se oksidacijskih biomarkeri - razina lipidne peroksidacije, 
omjer GSH/GSSG te aktivnosti enzima GR-a i SOD-a. Istraživanje je provedeno na vrsti 
gujavica Eisenia andrei koja je bila izložena različitim koncentracijama selenita i selenata. 
Ključni zaključci provedenog istraživanja su sljedeći: 
 
1. Određivanjem mortaliteta gujavica, utvrdilo se da je LC50 selenita niži od LC50 
selenata što ukazuje da je selenit toksičniji od selenata. 
 
2. Primjena selenita i selenata uzrokuje značajne promjene u razini lipidne peroksidacije 
pri najvišim testiranim koncentracijama jednog i drugog oblika selena. 
 
3. Djelovanje selenita i selenata na omjer GSH/GSSG u gujavica je različito što upućuje 
na različiti mehanizam djelovanja dva oblika selena. 
 
4. Selenit i selenat slično djeluju na SOD i GR. Primjena selenata i selenita smanjuje 
aktivnost SOD-a, dok povećava aktivnosti GR-a. 
 
5. Izlaganje gujavica selenitu i selenatu uzrokuje promjene u oksidacijskom statusu 
gujavica. 
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